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(54) Tide: PARTICLES BASED ON POLYAMTNO-ACID(S) AND METHODS FOR PREPARING SAME 
(54) Titre: PARTICULES A BASE DE POLYAMINOACIDE(S) ET LEURS PROCEDES DE FABRICATION 



(57) Abstract 

The invention concerns delivery particles (DP's) for active principles (AP's) based on linear amphiphilic polyamino-acids (PAA*s). 
wife a-peptide chains, capable of being spontaneously formed by contacting PAA's with a liquid medium, preferably with water, wherein 
the hydrophile part of the PAA's is solubilized more than the hydrophobic parts of said PAA's. such tiiat die latter precipitate while being 
organised in discrete supra-molecular arrangements, of average size ranging between 0.01 and 20 nm, capable of combkiing widi at least 
an AP and releasing the latter in vivo, In prolonged and controlled manner. The inventive suspension is characterised in that die recurrent 
amino acids (rAA*8) consdtuting the main chain of PAA's are identical to or different from one anotfier and are glutamic acid and/or 
aspartic acid and/or dieir salts; and some of said rAA's bear at least one hydrophobic group, said hydrophobic group, being identical to or 
different from one anodier. The invention is useful as carriers for active principles, hi particular phannaceutical. Insulin or for dierapeutic 
uses. 



(57) Abr^^ 

La pi^sente invention conccme des particules de vectorisation (PV) de principes actifs (PA) du type de celles h base de polyaminoacides 
(PAA) amphiphiles, linfeires. ^ enchalnements a-peptidiqucs; aptes h se former spontan6ment par mise en contact des PAA avec un milieu 
liquide, de pr^fdrence avec de Teau. dans lequel la partie hydrophile des PAA se solubilise plus que la partie hydrophobe dcsdits PAA, de 
manifeie que ces demiers pr^cipitent en s'organisant en arrangements supra-moldculaires discrcts; de taille moyenne comprise entre 0,01 
et 20 /im; et aptes k s'associer avec au moins un PA ct h relarguer celui-ci in vivo, de mani^re prolong6c et contr616e. La suspension 
selon rinvention est caract6ris6e en ce que les anunoacides rtcunents (AAr) constitutifs de la chalne principale des PAA sont identiques 
ou diff6i«nts entre eux et sont Tacide glutamique et/ou Tacide aspartique et/ou leurs sels; et en ce que certains de ces AAr sont porteuis 
chacun d*au moins un groupement hydrophobe, ces groupements hydrophobes €tant identiques ou difftents entre eux. Application k la 
vectorisation de principes actifs, notamment phaimaceutiques, Tinsuline, k des fins di6rapeutiques. 
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wo 00/30618 PCT/FR99/02859 
PARTICULES A BASE DE POLYAMINOACIDE(S) ET LEURS PROCEDES DE FABRICATION 



Le domaine de ia presente invention est cclui des Particules de 
Vectorisation (PV), utiles pour radministration de principcs actifs (PA). Ces derniers 
sont, de preference, des medicaments ou des nutriments pour Tadministration a un 
organisme animal ou humain par voie orale, nasale, vaginale, oculaire,.sous-cutanee, 
5 intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intrap6ritoncaIe, intracerebraie, 
parenterale, etc., Mais il peut s'agir aussi de produits phytosanitaires, lels que des 
herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc. En terme de nature 
chimique, les PA plus particuliirement» mais non limitalivement, concemes par 
rmvcntion sont, par exemple, des protdines, des glycoproteines, des peptides, des 

10 polysaccharides, des lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des polynucleotides. 

La presente invention conceme, plus prteisement, des Particules de 
Vectorisation, avantageuscment de type submicronique, a base de polyaminoacides 
(PAA). La pr&ente invention vise aussi bien les particules nues en tant que telles, que 
les systtoies de vecteurs de PA, constitu^s par les particules chargdes par le (ou les) 

IS PA considere(s). La presente invention a dgalement trait i des suspensions coUoTdales 
aqueuses comprenant ces PV. 

L*invention conceme, egalement, des proc&ies de preparation desdites 
particules et suspensions coUoTdales, avec et sans PA. 

^encapsulation de PA dans des PV a notamment, pour but d'augmenter la 

20 biodisponibilite desdits PA. De nombreuses techniques ^encapsulation ont deja eti 
proposes. De telles techniques visent, d'une part, a permettre le transport du PA 
jusqu'a son site d'action thirapeutique, tout en le protigeant contre les agressions de 
Porganisme (hydrolyse, digestion enzymatique, etc.) et, d'autre part, i controls la 
liberation du PA sur son site d'action, afin de maintenir la quantite disponibie pour 

25 I'organisme au niveau di^t6, Les iPA concemes par ces avatars de transport et de 
s^our dans Torganisme sont, par 'exemple, des proteines mais peuvent etre, 
egalement, des produits tout autrcs, d'origine synthetique ou naturelle. La revue de M. 
J. HUMPHREY (Delivery System for peptide Drugs, editee par S. DAVIS et L. 
ILLUM, Plenum Press, N. Y., 1986), fait etat de la probiematique concemant 

30 rameiioration de la biodisponibilite deis PA et rinter€t des systftmes de vcctorisaUon 
de liberation contrdiee. 

Parmi tous les materiaux envisageables pour former des PV, les potymires 
sont de plus en plus utilises, du fait de leurs proprietes intrinsiques. S'agissant du 
cahier des charges que Ton souhaite obtenir pour les PV, ii est particulicrement 

35 exigeant et comprend, notamment, les specifications suivantes. 
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1 - II devrait, avantageusement, elre possible d'obtenir une repartition 

granulometrique controlee, et adaptee au mode d'administration choisi et/ou au 
site therapeulique vise. 

2 - II est souhaitable que les PV assurent la protection du PA- jusqu'au site de 
3 liberation. 

3 - Les PV devraient, avantageusement, controler la vitesse de liberation du PA. 
4- II est preferable que le polymSre, constituant les PV, soil biocompatible, 

eliminable (par excretion), et/ou biodegradable et, encore mieux, qu'il soit 
metabolise en produits non toxiques pour I'organisme. 
10 5 - II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas 
de reponse immunitaire. 
6 - Enfm, il est egalement souhaitable que les PV et les systemes PV-PA puissent 
etre obtenus par un precede non denaturant pour le PA. 

Les propositions techniques anterieures, d^crites infra, ont tente de 
15 satisfaire i Tensemble de ccs specifications. A litre d'illustration, on citera les 
propositions anterieures (a) k (h) : seion une premiere approche, qui comprend les 
propositions (a) a (d), Tinclusion du principe actif s'opere lors de la formation des 
supports de vectorisation; selon une seconde approche, citees dans les propositions 
(c) a (h), on produit des PV aptes, une fois fabriquees, a s'associer spontanement par 
20 absorption au PA. 

(a) Le brevet US-A-5 286 495 conceme un procede dWapsulation par 
vaporisation de proteines en phase aqueuse, a Faide de materiaux ayant des 
charges opposees, a savoir : Talginate (charge negativement) et la polylysine 
(chargee positivement). Ce procede de fabrication permet de produire des 

25 particules de taille superieure a 35 pm. 

(b) Par ailleurs. les techniques d'emulsion sont couramment utilisees pour preparer 
des microparticules chargees de PA. Par exemple, les demandes de brevets WO 
91/06286. WO 91/06287 et WO 89/08449 divulguent de telles techniques 
d'emulsion dans lesquelles on-^^ reoours a des solvants organiques pour 

30 solubiliser des polymeres, par exemple de type polylactique. Mais il tfest avere 

que les solvants peuvent etre denaturants, notamment pour les PA peptidiques 
ou polypeptidiques. 

(c) On connait, egalement, des PV biocompatibles, formees en solution aqueuse et 
appeiees proteinoides, decrites des 1970 par W. FOX et K. DOSE dans 

35 "Molecular Evolution and the origin of Life", Ed. Marcel DEKKER Inc. (1977). 

Ainsi, la demande de brevet WO 88/01 213 propose un systime k base d'un 
melange de polypeptides artificiels obtenus par condensation thermique d'acides 
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amines. Les microparticules selon cette invention sont obtenues par un 
changement de pH qui provoque la precipitation des particules proteinoides. 
(d) On mentionnera egalement, pour memoire, les brevets US 4 351 337 et 
4 450 150 qui relevent d'un domaine different de celui de la vectorisation de PA 
5 propre a rinvention. Ces brevets divulguent des implants massiques fixes et 

localises a des endroils bien precis de Torganisme. Les implants sont realises a 
partir de mat^riaux polymeres du genre po!y-a-aminoacide (Leu/GluOH et 
GluOEt/GluOH respectivement). Selon Tenseignement de ce brevet, les 
polyaminoacides preferes sont ceux riches en aminoacide hydrophobe (e. g. plus 
10 de 50 % de Leucine ou de Glu OEt) et insolubles dans I'eau. Le PA peut etre 

incorpore dans une solution de poly«a-aminoacide dans un solvant organique. 
Cette solution est celle utilisee pour former Pimplant par moulage/sechage 
(evaporation). Selon une autre variante, le PA peut etre compris dans le noyau 
d'une microcapsule dont Tenveloppe est obtenue a partir rfune solution de 
15 copolymere et dont le diametre est superieur ou egal i 5 000 urn. Le noyau peut 

Stre constitui de PA pur ou d'une matrice de copolymere incluant le PA et 
obtenue a partir de la solution de PAA dans un solvant organique. 
(e) La demande de brevet PCT WO/FR 97/02 810 divulgue une composition pour 
la liberation contr61te de principes actifs, comprenant une plurality de particules 
20 lamellaires d'un polymere biodegradable, au moins en partie cristallin (polymere 

d'acide lactique) et d^un principe actif absorb^ sur lesdites particules. La 
liberation du principe actif s'opere par d&orption. 
(0 La publication "CHEMISTRY LETTERS 1995, 707. AKIYOSHI et al" conceme 
la stabilisation rfinsuline par complexation supramoleculaire avec des 
25 nanoparticules formees d'une dizaines de chaines de polysaccharide rendues 

hydrophobes par greffage de cholesterol. 

(g) Uarticle paru dans "M4CROMOLECULES 1997, 30, 4013-4017" decrit des 
copolymeres composes d'un bloc peptidique a base de L-phenylalanine, de y- 
benzyI-L.glutamate ou de O^tdj^jfa-O-ac^tyle-P-D-glucopyranosylH-s^rine, et 

30 un bloc synthetique, tels que la poly(2-methyle.2-oxazoline) ou la poly(2. 

phenyle-2-oxa2oIine). Certains des ces polymeres s'agrigent en milieu aqueux 
pour former des particules de 400 nm, capables de s'associer avec une enzyme, 
la lipase. 

(h) Le brevet FR 95-03978 a pour objet des particules de polyaminoacides, utiles 
35 pour la vectorisation de principes actifs et caracteris^es en ce que leurs 

polyaminoacides constitutifs comprennent au moins deux types d'aminoacides 
r^currents AAN (neutres, hydrophobes) et AAI (ionisables et hydrophiles). Les 
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particules sont obtenues spontanemenl par dispersion de la poudre de 
polyaminoacide dans une solution aqueuse. Les particules ainsi obtenues 
s'associent spontanement en suspension aqueuse avec des principes actifs, par 
exemple de nature proteique. 
5 Ces propositions techniques anterieures satisfont peu ou prou aux 

specifications du cahier des charges indique supra. Neanmoins, de telles particules de 
vectorisation de principes actifs restent perfectibles. 

Dans cet etat de fait. Tun des objectifs essentiels de la presente invention 
est de perfectionner la proposition technique anterieure r6ferencee (h) FR 95-03 978, 
10 en foumissant de nouvelles PV a base de poly-a-aminoacides (PAA) lineaires, 
amphiphiles et dont les caracteres hydrophile et hydrophobe sont, respectivement, 
apportis par les acides amines de la chaine principale du polymere et par dps radicaux 
hydrophobes attaches lateralement a une fraction des aminoacides par une liaison 
covalente. Ce perfectionnement conceme plus precisement un moyen de maitriser les 
15 caracteristiques de Tassociation entre PA et PV afin d'ameliorer le taux de 
chargement en PA, et/ou d'ameliorer la cinetique de liberation du PA. 

Un autre objectif essentiel de invention est de foumir une suspension 
coUoidale aqueuse de particules de vectorisation de principes actifs, qui comprenne 
des particules de PAA satisfaisant aux specifications visees ci*dessus et qui constitue 
20 une forme galenique appropri^e et convenable pour une administration, par exemple 
orale, a I'homme ou Tanimal. 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de proposer un proc6d6 de 
preparation dC: particules de PAA utiles, notamment, comme vecteurs de principes 
actifs, ledit procede se devant d'etre encore plus economique, plus simple a mettre en 
25 oeuvre, non d^naturant pour les principes actifs et devant en outre toujours permettre 
une maitrise fine de la granulometrie moyenne des particules obtenues. 

Un autre objectif essentiel de i'invention est Tutilisation des susdites 
suspensions et particules pour la preparation de medicaments (e. g. vaccins) et/ou de 
nutriments, en particulier pour admmistration notamment orale. nasale, vaginale, 
30 oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intrap6ritoneaIe, 
intrac&ebrale ou parent6rale, de principes actifs, tels que des prot6ines, des 
glycoprot^ines, des peptides, des polysaccharides, des lipopolysaccharides, des 
oligonucleotides et des polynucleotides. 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est de fournir des 
35. suspensions de PV, en partie submicroniques et microniques, a base de PAA et 
susceptibles de servir de vecteurs d'un PA, en particulier mddicamenteux et/ou 
nutritionnel pour I'administration dudit PA a un organisme humain ou animal. 
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Un autre objeclif de la presente invention est de fournir un medicament, 
du type systeme a liberation prolongee de principes actifs, qui soil aise et economique 
a produire et qui soit, en outre, biocompatible et apte a assurer un tres haut niveau de 
biodisponibilite du PA. 
5 Un autre objectif essentiel de I'invention est de fournir un systeme de 

vectorisation de vaccin, qui soit non immunogene intrinsequement et en combinaison 
avec un ou plusieurs antigenes. 

Les objectifs relatifs aux produits, parmi d*autres, sent atteints par la 
pr6sente invention qui concerne, tout d'abord, des particules susceptibles d'etre 
10 utilisees, notamment pour la vectorisation (PV) de principe(s) actifl[s), du type de 
celles : 

- a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a enchainements a- 
peptidiques ; 

- aptes a se former spontanement par mise en contact des PAA avec un milieu 
15 liquide, de preference avec de Teau, dans lequel la partie hydrophile des PAA se 

solubilise plus que la partie hydrophobe desdits PAA, de maniere que ces demiers 
pricipitent en s'organisant en arrangements supra-mol^culaires discrets ; 

- de taille moyenne inftrieure k 200 jim. de preference a 100 ^m et. plus 
preferentiellement encore, comprise entre 0,01 et 20 pm ; 

20 - et aptes a s'associer avec au moins un PA et a relarguer celui-ci in vivo, de maniere 
prolongee et controlee ; 

caracterisees : 

• en ce que les aminoacides recurrents (AAr) constitutifs de la chaine 
principale des PAA sont identiques ou differents entre eux et sont 

2^ choisis parmi les aminoacides de type acide et de preference dans le 

groupe comprenant Tacide glutamique et/ou Tacide aspartique et/ou 
Icurs seis, respectivement les glutamates et les aspartates, 

• et en ce que certains de ces AAr sont porteurs chacun d'au moins un 
groupement hydr<i(jhobe, ces groupements hydrophobes R<> 6tant 

30 identiques ou diffdrents entre eux. 

Uune des conditions, pour que les particules selon Tinvention se forment, 
est que la partie hydrophile des PAA se solubilise plus dans le milieu liquide de 
suspension que leur partie hydrophobe. 

Les aminoacides recurrents (AAr) selectionnes conformement a 
35 invention, sont les aminoacides k fonctions carboxyliques (Glu et Asp) sous forme 
COOH ou. sous forme de sels (carboxylates) COO", X+ ; avec X correspondant aux 
m^taux alcalins, de preference a Na, 
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II est du merile de la demanderesse d'avoir choisi, a litre de materiau 
constitutif des PV, une classe particuliere de poly-a-aminoacides dont les 
(co)monomeres sont des aminoacides recurrents (AAr) de nature polaire el qui ont ele 
rendus amphiphiles en modifianl le caractere hydrophile par Tapport des chaines 
5 laterales hydrophobes sur une fractions des AAr. Cette amphiphilie acquise confere 
aux PAA la possibility de fornner des suspensions colloidales de PV, compatible avec 
le pH des milieux physiologiques rencontres dans les applications visees. 
Cette selection permet, avantageusenfient, de disposer d'un plus grand choix quant a la 
nature des groupements hydrophobes, et ainsi d'un meilleur moyen de controle de 
10 I'hydrophobie du polymere et du PV, ce qui permet d'optimiser I'association et la 
liberation des PA. 

La structure du polymere PAA, la nature des acides amines Asp et Glu et 
les radicaux hydrophobes sont choisis de telle fafon que les chaines de polymeres se 
structurent spontanement sous forme de particules de petite taille, stables en milieu 
15 physiologique. 

La structure du polymere PAA, la nature des acides amines Asp et Glu et 
les radicaux hydrophobes sont choisis de telle fafon que les PV encapsulent des 
proteines, ou autres PA, en milieu aqueux par un mecanisme spontane et non 
d^naturant pour les proteines. 
20 La structure du polymere PAA, la nature des acides amines Asp et Glu et 

les radicaux hydrophobes sont choisis de telle fafon que les PV liberent les PA en 
milieu physiologique et, plus precisement, in vivo, la cinetique de liberation etant une 
fonction de la nature du polymere et des PV qu^il est susceptible de former. 

Sans que cela ne soit limitatif, cette selection vise, plus specifiquement, 
25 des PAA dont la chaine principale se compose d'AAr identiques entre eux. La 
structure primaire des PAA peut etre du type ordonne, sequentiel alterne (PAA blocs) 
ou du type desordonne, sequentiel aleatoire (PAA statistique), Selon une 
caracteristique pr6feree de Tinvention, les PAA sont des polymeres contenant jusqu'a 
environ 1 000 AAr et, de prtf6f:i?nce, jusqu'a environ 500 AAr et, plus 
30 prfiferentiellement encore, jusqu'i environ 200 AAr. 

Les groupements hydrophobes participent a Tagregation des chaines 
polymeres, qui est au coeur de la formation des PV. Suivant une disposition preRree 
de rinvention, ces groupements sont identiques ou differents entre eux et sont 
s^lectionnes dans le groupe comprenant : 
35 (i) les alkyles, les acyles ou les alcenyles lin&ires ou ramifies, de 

preference lineaires en Cj-Cjo et, plus preftrentiellement encore, 
en Cj-Cij ; 
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(ii) les groupements hydrocarbones conienant un ou plusieurs 

heteroatomes, de preference ceux contenant de I'oxygene et/ou 

du soufre et, plus preferenliellement encore, ceux de formule 

suivanle : • . . 

/ H \ H , 

•-{"C-CHjO-^C-CHjOR" 

5 'r' 

dans laquelle : 

- les radicaux. sont identiques ou diff(irents entre eux et 
correspondent a i'hydrogene ou a un radical repondant a la 
meme definition que celle donnee supra au point (i), 
10 - q^ la 100; 

(iii) les aryles, les aralkyles ou les alkylaryles, de preference les 
aryles ; 

(iv) les derives naturels hydrophobes, de preference le cholesterol, les 
phosphatidylcholines et les diacylglycerols. 

15 Par "groupements hydrocarbones", on entend au sens de la presente invention, des 
groupements comprenant hotamment des atomes d'hydrogene et de carbone. 

De priftrence, les groupements R^ sbnt s6lectionn& dans le groupe de 
radicaux suivants : methyle, ethyle, propyle, docedyle, hexadecyle, octadecyle. 

Conformement a I'invention, chaque groupement hydrophobe est 
20 attache a la chaine principale par une liaison covalente clivable, de preference par 
hydrolyse chimique et/ou enzymatique, ladite liaison etant plus specialement de type 
ester ou amide. 

Avantageusement, la fraction de monomeres AAr porteurs de 
groupements hydrophobes represente une proportion superieure ou egale a 3%, de 
25 preference comprise entre 3-70 % et, plus preferentiellement encore, entre 13 et 
60%. 

En pratique, les PAA gcnstitutifs des PV de la suspension selon 
rinvention sont, par exemple: 

* des polymdres a base de glutamate : 
30 . poly(glutamate de sodium)-bloc-(gIutamate de methyle), 

- poly(glutamate de sodium>bloc-(glutamate rfethyle), 

- poly(glutamate de sodium>bloc-(glutamate de propyle), 

- poly(glutamate de sodium)-bloc-(glutamate de octadecyl), 

- poly(glutamate de sodium)-bIoc-(glutamate de benzyle), 
^5 . poIy(glutamate de sodium)-co-(glutamate de methyle), 
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- poIy(glutamate de sodium)-co-(glulamate d'ethyle), 

- poIy(glutamate de sodium)-co-(glutamate de propyle), 

- poly(glutamate de sodium)-co-(glutamate de dodecyle), 

- poly(glutainate de sodium)-bloc-(glutamate de octadecyle). 
5 * des polymeres a base d'aspartate : 

- poly(aspartale de sodium)-bloc-(aspartate de methyle), 

- poly(aspartate de sodium)-bloc-(aspartate rfethyle). 

- poly(aspailate de sodium)-bloc-(aspartate de propyle). 

- poly(aspartate de sodium>bloo-(aspartate d'octadecyl), 
10 - poIy(aspai1ate de sodium)-bloc-(aspartate de benzyle). 

Avantageusement, les particules PV de taille moyenne comprise entre 
0,01 |im et 0,5 nm, de prdftrence entre 0,01 et 0,2 \im, Au sens de I'invention, on 
entend, par taille ou granulometrie moyenne, la moyenne arithmetique des diametres 
en volume [D4,3] etablis par diffraction laser et le diametre de giration mesure par 
1 5 diilusion 61astique de la lumiere. 

Vun des atouts de Tinvention est d'etre parvenu a un tres bon controle de 
la granulometrie moyenne des ces entltes matricielles et de leur repartition 
granulomftrique. Ce contrSIe passe par I'atteinte de tallies de particules extremement 
reduites, de Tordre de quelques nanometres et de tres faible polydispersite, sachant 
20 qu'il est possible d'augmenter la taille de ces nanoparticules par agregation. 

Le controle de la taille PV s'opere par I'lntermediaire de la composition en 
AAr et des polyaminoacides mais aussi, pour une meme composition, par le choix 
d*une structure bloc et du proc6de d^obtention. 

Selon une alternative quant a la taille des PV de la suspension selon 
25 I'invention, lesdites particules de vectorisation PV sont agregees afm d^obtenir de 
nouvelles particules de taille sup^rieure. 

Le materiau PAA constitutif des PV selon Tinvention est, de preference, un 
homopolymere ou un copolymere dont TAAr = Asp et/ou Glu et qui a ete rendu 
amphiphile en modifiant le caractdre ^hydrophile de cet AAr par apport de chaines 
30 laterales hydrophobes sur une fraction des AAr. Cette amphiphilie acquise permet 
de reunir au moins trois proprietes nouvelles et surprenantes : 
1. la premiere est la possibility de former spontanement des suspensions colloidales de 
PV compatibles avec le pH des milieux physiolo^ques rencontres dans les 
applications therapeutiques vis^es ; 
35 2. la deuxieme est Tassociation spontanee des PV avec des PA en Tabsence d'autre 
agent que Teau qui leur sert de solvant, qui, dans le cas des proteines, rfest pas 
d^naturant ; 
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3. la troisieme est la possibilite de liberer le PA du complexe d'association PA-PV, 
dans les conditions physiologiques. avec des profits pharmacocinetique et 
pharmacodynamique. qui permettent d*envisager des utilisations dans le domaine 
Iherapeutique. 

5 Les PA, en particulier de nature proteique, sont, en fait, pieges par les 

particules de vectorisation PV qui peuvent elre assimilees a des matrices formees 
d'eau et de PAA au sein desquelles se sont disperses le ou les PA, Leur liberation 
s'opere, soil par dissociation spontanee, soit au fur et a mesure de la degradation des 
PAA et de la d&tructuration subsequente des particules. Le piegeage des PA est 
10 realise spontan^ment par simple melange de ceux-ci dans une suspension aqueuse 
colloidale de PV selon Tinvention. 

Les particules PV chargees par au moins un principe actif PA constituent 
un autre objet de la presente invention. 

Selon un autre de ses aspects, en amont des particules, qui forment son 
15 objet essentiel, Hnvention concerne, en outre, les precurseurs des,PV qui sont les 
PAA saectionnes, tels que definis supra. 

En aval des PV, Tinvention englobe egalement la suspension colloidale, de 
pr6f6rence aqueuse, de particules telles que d^finies supra. 

Cette suspension colloidale de PV chargtes en PA peut etre utilisee pour 
20 la vectorisation et le relargage prolonge et controle dudit PA in vivo, a des fins 
therapeutiques. 

Uinvention a trait, par ailleurs, a un procede de preparation de la susdite 
suspension colloidale de particules e. g. de vectorisation (PV) de principes actifs 
(PA), 

25 caracterise en ce qu'il consiste, essentiellement : 

I - a mettre en oeuvre des PAA lineaires et a enchamements a- 
peptidiques d'aminoacides recurrents (AAr) selectionnes parmi 
les aminoacides naturels polaires que sont I'acide glutamique et 
I'acide aspartique., et/ou parmI leurs sels, respectivement les 

'® glutamates et les aspartates ; certains de ces AAr etant porteurs 

chacun d'au nioins un groupement hydrophobe R<>, ces 
groupements etant identiques ou difFerents entre eux ; 
n- a placer les PAA amphiphiles dans un milieu solvant, de 
preference aqueux; 

15 m - puis a rendre insolubles au moins les AAr porteurs de sans le 

milieu, de maniere a faire precipiter ces AAr et a former ainsi des 
arrangements supra moleculaire discrets. 
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Scion une variante avantageuse de ce precede, on incorpore au moins un 
principe actif dans le milieu liquide contenanl les particules PV, de maniere a obtenir 
une suspension colloidale de PV chargees en principe(s) actif^s). 

De plus, pour augmenter la taille des particules, il est envisageable de 
5 prevoir, dans ce precede de preparation de la suspension, au moins une etape 
supplementaire d'agregation des particules, a I'aide d*au moins un agent d'agregation 
constitue, par un sel et/ou un acide et/ou une base et/ou un polymere eventuellement 
ionique (e. g. polylysine, polyethylene imine. etc.). Pour plus de details, on se referera 
a la demande de brevet FR 95-03 918. 
^0 Apres avoir passe en revue les caracteristiques essentielles de Tinvention 

en termes de particules de precurseurs PAA desdites particules de suspension 
colloidale de ces particules de preparation de cette suspension, il convient, a present, 
de developper un peu plus, d'une part, Taspect obtention des PAA et des particules 
chargees ou non en PA et, d'autre part, I'aspect application des PV et des suspensions 
15 de ces PV dans des systemes medicamenteux a liberation prolongee et controlee 
dePA. 

Les PAA sont obtenus de manidre connue en soi. A cet egard, on se 
reportera, par exemple, k : "Encyclopedia of Polymer Science and Engineering, 
volume 12. p, 786 ; John Wiley & Sons", Dans le cadre de Tinvention, on prefere 
20 recourir aux techniques de polymerisation faisant intervenir des anhydrides de N- 
carboxy-a-aminoacides dont la preparation est donnee, e. g. dans : "Biopoiymers, 15, 
1869 (1976)". S'agissant des techniques de polymerisation de ces monomeres N- 
carboxy-a-aminoacides (NCA), elles sont detaillees dans I'ouvrage de H. R. 
KRICHELDORF "a-Aminoacid-N-Carboxy Anhydride and Related Heterocycles" 
25 Springer Verlag (1987), 

La nature de la distribution des groupement hydrophobes sur les chaTnes 
de polymeres est statistique ou ordonnee, selon la vole de synthese choisie. A cet 
egard, il existe une multitude de schemas reactionnels conduisant aux PAA 
selectionn^s comma matiere prcnniere,,pour Tobtention des PV selon Tinvention. Les 
30 trois sch6mas reactionnels sont donnes ci-apres, a titre non limitatif : 

(i) synthase ou mise en oeuvre (iStape A) d'un copolymire PAA comportant au 
moins deux types de groupements recurrents hydrophobes R*^* et R<*^, 
puis, par elimination selective (etape B), au moins un d*entre eux est elimine 
pour r6gen6rer AAr dans son etat non modifie (par exemple R*** = methyle; 
35 R == benzyle ; T^tape B est une etape de d^benzylation par hydrogenation, par 

addition du HBr, etc) ; 
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(ii) Synthese ou mise en oeuvre (etape A) d'un homopolymcre PAA hydrophobe 
comportant (exclusivement) des aminoacides recurrents hydrophobes (/XAr-R**) 
qui sont tous porteurs d'un meme groupemenl hydrophobe (e. g. methyle, 
ethyle, propyle, benzyle, stearyle), 
5 puis reliminalion partielle (etape B) d'une parlie des groupemenls Ro (e.g. de 

par hydrolyse ou saponification du PAA polyglulamate de methyl) ; 
(iii) synthese ou mise en oeuvre (etape A) d'un homopolymere PAA hydrophiie 
comportant (exclusivement) des aminoacides recurrents hydrophiles AAr, 
puis hydrophobisation partielle (etape B) par la formation d'une liaison 
10 covalente avec un ou plusieurs groupements R^ (e.g. par esterification a Taide 

d'alcools gras ou par deplacement ionique a Taide d'un halogenure d'alkyl). 

Dans ces trois variantes (i), (ii), (iii), la rotule de greffage des 
groupements hydrophobes R^ sur la chaine laterale pendante des AAr, est 
avantageusement une fonction ester ou amide. 
^5 En pratique, les copolymeres PAA hydrophobes mis en, oeuvre dans la 

variante (i) sont, par exemple, des copolymeres d'acide glutamique et/ou d'acide 
aspartique dont les fonctions carboxyliques laterales pendantes sont protegees par 
esterification selon des techniques connues de I'honune de I'art. II peut s'agir, e. g,, de 
copoly(sterylglutamate-benzylglutamate) obtenu par polymerisation des N- 
20 carboxyanhydrides des AAtq, (Glu-O-stearyl) et AAtoj (Glu-O-benzyl). 

L'hydrophilisation partielle du co-PAA resultc de Telimination selective de 
Tun des groupements R^ par hydrolyse et/ou saponification. Cela equivaut a une 
deprotection qui, dans Texemple ci-dessus, est une debenzylation selective. On 
exploite ici les differences de sensibilite au cHvage des differents esters formant les 
25 groupements hydrophobes R0» et R9^. A titre d*exemples de procedes de deprotection 
connus, on peut citer ceux par saponification des esters methyliques (STAHMAN et 
coll. ; J. Biol. Chem., 197, 771 (1952) ; KYOWA HAKKO, FR 2 152 582) ou par 
debenzylation [BLOUT et coll. ; J. Amer. Chem. Soc, 80, 463 1 (1958)]. 

Concemant la variante (ii). rhomopolymere PAA hydrophobe est, par 
30 exemple, du polyst6arylglutamate obtenu par polymerisation de NCA de Glu-0- 
stdaiyl. Uhydrolyse partielle de cet homopolymere hydrophobe selon les m^thodes de 
deprotection connues sus-visees conduit a un poly(glutamate)-co-(stearylglutamate). 

Dans la variante (iii), Thomopolymere PAA hydrophiie peut 6tre, e. g., 
Tacide polyglutamique ou un polyglutamate, synthetise par polymerisation de NCA 
35 d'acide glutamique. Uhydrophobisation de ce type de PAA poly GIu s'effectue. par 
exemple, par reaction avec du iodure de stearyle en milieu basique. Cela conduit a du 
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poly(glutamate)-co-(stearylglutamate). Ce genre de techniques est notamment decrit 
dans [Polymer Bulletin, 32, 127 (1994)]. 

La formation des PV en milieu liquide, sous forme de suspension 
colloidale conforme a Tinvention, peut etre realisee pendant ou apres.l^ synthese des 
5 PAA amphiphiles definis ci-dessus. 

Selon une preference de Tinvention, la formation de particules s'opere par 
I'addition d'eau ou de sel a une solution de PAA, porteur de groupements dissous 
dans un solvant. Cette operation consiste, preferentiellement, i diminuer la solubilite 
de la fraction hydrophobe pour qu'elle prdcipite et, ce faisant. entraine la formation 
10 des particules. L'homme de Tart est en mesure de trouver d'autres moyens simples 
pour diminuer la solubilite de la partie hydrophobe du polymere, en modifiant, par 
exemple, la temperature, le solvant(s), ou en combinant des techniques differentes. 

La preparation de la suspension colloidale de PV est, avantageusement. 
suivie d'une etape de purification, impliquant les techniques connues a Thomme du 
15 metier, telles que la distillation, la filtration, la modification du pH, la 
chromatographie et/ou la dialyse. De telles methodes permettent d'6Iiminer les sels ou 
les solvants ind&irables. Apres cette etape facultative de purification, on dispose 
d'une suspension coUoYdale de PV que I'on peut utiliser directement, ou qu'il est 
envisageable dMsolcr ou de recueillir, dans le cadre d'une etape IV, par tout moyen 
20 physique connu en soi et approprie, comme par exemple par filtration, par 
ultrafiltration, par separation par gradient de densite, par centrifugation, par 
prteipitation, eventuellement par ajout de sel, ou bien encore par lyophilisation. 

Suivant une variante de Tinvention, le proced6 de preparation de la 
suspension colloidale est caracterise en ce que Ton incorpore au moins un principe 
15 actif dans le milieu liquide contenant les particules PV, de maniere a obtenir une 
suspension colloidale de PV chargees en ou associees avec un ou plusieurs principe(s) 
actif(s) PA. 

Cette incorporation, qui conduit k un pi^geage de PA par les PV, peut etre realisee de 
la maniere suivante : 

0 - mise en solution aqueuse de PA, puis ajout des PV, soit sous forme de suspension 
colloidale, soit sous forme de PV isolees (lyophilisat ou prfcipitat) ; 
- ou ajout de PA, soit en solution, soit a Petat pur ou preformule, a une suspension 
colloidale de particules PV, eventuellement preparee extemporanement par la 
dispersion de PV seches dans un solvant approprie, tel que Teau. 
5 Le principe actif, susceptible d'etre associe aux particules selon Tinvention, 

peut etre medicamenteux et/ou nutritionnel. II est, de preference, choisi parmi : 
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• les proleines et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
preferentiellement retenus soni : les hemoglobines, les cytochromes, 
les albumines, les interferons, les antigenes, les anticorps, 
rerythropoietine, I'insuline, les hormones de croissance, le facteur 

5 IX, les interleukines ou leurs melanges, 

• les polysaccharides, I'heparine etant plus particulierement 
selectionnee, 

• les acides nucleiques et, pr6ferablement. les oligonucleotides d*ARN 
et/ou d'ADN. 

^0 • les vitamines, les acides amines et les oligo-elements. 

• et leurs melanges. 

La presente invention vise, egalement, les precurseurs de ces particules 
PV constitues par les PAA particuliers definis ci-dessus et caracterises en ce qu'ils 
contiennent des PA medicamenteux du genre de ceux enumefes ci-dessus en 
15 particulier Tinsuline et/ou des PA formes par au moins un vaccin ou des PA 
nutritionnels, phytosanitaires ou cosmetiques. 

La presente invention conceme egalement les suspensions colloidales de 
PV caracterisees en ce qu'elles contiennent les memes PA que ceux enonces ci-dessus, 
notamment pour les precurseurs de PV. 
2° La presente invention conceme, enfin, les medicaments ou les specialites 

pharmaceutiques ou nutritionnelles comprenant les PV chargtes en PA et definies ci- 
dessus. 

Selon un autre de ses aspects, I'invention vise egalement Tutilisation de ces PV 
chargees en PA, pour la fabrication de medicaments du type systemes a liberation 
25 controlee de PA. 

Dans le cas de medicaments, il peut s^agir, par exemple, de ceux administrables, de 
preference par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou parenterale. 

Les applications cosmetiques erivisageables sont, par exemple, les 
30 compositions applicables par voies transdermiques. 

Les produits phytosanitaires concern^ peuvent 6tre, par exemple, des 
herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc.. 

La presente invention a Egalement pour objct les compositions 
phytosanitaires et cosmetiques comprenant des PV chargees en PA du type de ceux 
35 vises supra. 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre Tinvention 
dans ses differents aspects produit/procede/application. Ces exemples illustrent la 
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preparation de pariicules de polyaminoacides charges ou non en principes aclifs, de 
meme qu*ils presentent les caracteristiques de structure et les proprietes de ces 
particules. 

5 EXEMPLES 

EXEMPLE 1 - Preparation du polymere - poly(glutamate de 

SODIUM)-BLOC-(GLUTAMATE DE METHYLE), 

10 Les techniques utih'sees, pour la polymerisation des NCA en polymeres de structures 
en blocs ou statistiques sont connues de Thomme de Tart et sont detaillees dans 
rouvrage de H. R. KRICHELDQRF "a-aminoacides-N-Carboxy Anhydrides and 
' Related Heterocycies", Springer Verlag (1987). La synthese suivante precise la 
synthese de Tun rfentre eux. 

15 

Synthese de la pofyfGluOMeJ^r-polyfGluOBzJss : 10 g de NCA-GluOMe sont 
sblubillses dans un melange de 150 ml de dioxane et 450 ml de toluene a 60 °C. 5 ml 
d'une solution de 0,91 g de benzylamine dans 50 ml de dioxane sont ajoutes au 
monomere en une fois. Apr^s 1 h, on ajoute 14,1 g de NCA-GluOBz solubilise 
20 prealablement dans un melange de 20 ml dioxane et 60 ml de toluene. La 
polymerisation continue encore durant 19-24 h. Le polymere est precipite du milieu 
reactionnel dans 2 litres de methanol, auxquels on ajoute encore 500 ml d'eau. Le 
solide obtenu est filtre, seche a I'etuve a 50 X sous vide. 

Rendement 90 %. Composition par RMN 1 h (TFA-d) 45 % molaire GluOBz. 
25 Viscosite rdduite (0,5 % de TFA a 25 X) 0,3 dl/g. Masse Molaire par GPC : 
20 000 g/mol. 

10 g de polymere sont ensuite mis a reagir a 0 T dans 200 ml TFA avec 6 ml d'acide 
trifluoromdthanesulfonique pendant 15 min. Lors de Thydrolyse des groupements 
benzyliques, le polym^e pr&ipite 5pus forme de particules colloidales. Apres 
30 evaporation k sec, les particules sont reprises dans de Teau et neutralisees a pH 7,4 
avec de la soude. Une etape de dialyse assure Pelimination des sels du 
trifluoroac^tate. Les particules sont enfin Isolds par lyophilisation. 
Rendement quantitatif. Analyse a^mentaire [Na] 8,2 % (composition calculte 53 % 
GluONa). 
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EXEMPLE 2 - Preparation du polymere poly(clutamate de sodium)- 

BLOC-(GLUTAMATE DE D'ETHYLE). 

Ce polymere est prepare selon la methode decrite dans Texemple 1, ulilisant les NCA 
5 du glutamate d'ethyle et du benzyle dans un rapport molaire 1:3. Apres les etapes de 
polymerisation et de debenzylation, le polymere est purifie par dialyse a pH 7 et 
ensuite il est lyophilise afin d'obtenir une poudre blanche. 

ExEMPLE 3 - Preparation pu polymere poly(glutamate de sodium)- 

1 0 BLOC-(GLUTAMATE DE HEXADECYLE). 

Ce polymere est prepare selon la methode decrite dans I'exemple 1, utilisant les NCA 
du glutamate de dodecyle et du benzyle dans un rapport molaire 1:3, Apres les etapes 
de polymerisation et de debenzylation, le polymere est purifie par dialyse a pH 7 et 
15 ensuite il est lyophilise afin d'obtenir une poudre blanche. 

EXEMPLE 4 - PREPARATION DU POLYMERE P0LY(GLUTAMATE DE 

SODIUM)-CO-(GLUTAMATE DE DODECYLE). 

20 10 g d'acide polyglutamique (degr6 de polymerisation 120) sont dissous dans 200 ml 
de dimethylsulfoxide. On ajoute ensuite 15,5 g de KHCO3 puis 2,87 ml de 
iodododecane. Le milieu reactionnel est maintenu a 60 X pendant 40 heures sous flux 
d'azote. Le polymere est isole par precipitation dans 1,5 1 d'acide chlorhydrique 
0,1 N, et le precipite ainsi fiarme lave plusieurs fois dans de Teau. La suspension 

25 colloidale recherchee est obtenue en ajustant le pH du milieu a 7,4 par de la soude, 
puis dfahydratee par lyophilisation. Le polymere lyophilise est enfin lave plusieurs fois 
dans de Tacdtate d'ethyle, et sich6 sous vide k 50 ^C. Composition par RMN (TFA- 
d) : 12% des acides glutamiques cst6rifi6s par le dod&yle. Eau R&iduelle apres 
lyophilisation 10.5%. Analyse 6lemen|aire % (calc): C 41,29 (42.15); H 5,99 

30 (6,01) ; N 7,45 (7,63) ; Na 10,44 (10,45). 

EXEMPLE 5 - MISE EN EVIDENCE DES NANOPARTICULES PAR DIFFUSION DE 
LA LUMIERE (DDL) ET PAR MiCROSCOPIE ELECTRONIQUE A 
TRANSMISSION (MET). 

35 

10 mg de particules du polym^e 1 sont suspendus dans 10 ml d*eau ou une solution 
aqu^se de sel. Cette solution est ensuite introduite dans un granulom^tre Coulter (ou 
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difiVactometre laser). Les resullats de I'analyse de la granulometrie des difTerenls produiis 
testes sont presentes dans le tableau 1 suivant. 

Tableau 1 - Mesures de la taille des PV 



5 



EXEMPLE 


POLYMERE 


Taille (nm) 


Temoin 


poly((Glu.O-Na),oJx 


PAS DB PARTICULES 

(produit soluble) 


1 


polyI(Glu-0-Na)o^^-bloc.(Glu-O.Methyl)op7Jx 


100 


2 


poly[Glu-0-Na)o^^.bloc-(Glu-0-Ethyl)o34]x 


90 


3 


poly(Glu-0-Na)o^^5-bux:-(Glu-0. 
hexadecyle)o35Jx 


110 


4 


polyI(Glu-ONa)o^-co-(Glu.O-dodecyle)o^„Jx 





ExEMPLE 6 - Test d' association des nanoparticules avec une 

PROTEINE (L'lNSULINE). 



10 A partir d'une solution tampon phosphate isotonique de pH 7,4, on prepare une 
solution dinsuline humaine titree a 1,4 mg/ml correspondant a 40 Ul/ml. Dans 1 ml de 
cette solution d'insuline, on disperse 10 mg du PV pripar6 dans Texemple 1. Apres 15 
heures d'incubation a temperature ambiante, I'insuline associee aux PV et Tinsuline 
libre sent separees par centrifiigation (60 000 g, Iheure) et ultrafiltration (seuil de 

15 filtration 300 000 D). Uinsuline libre recuperee dans le filtrat est dosee par CLHP ou 
par ELIS A et Ton en deduit par difference la quantite tfinsuline associee. La quantite 
d'insuline associee au PV est superieure a 0,77 mg, ce qui represente plus de 55 % du 
total de Pinsuline engag^e. 

Le tableau suivant rassemble les resultats des mesures de taux d'association effectuees 
20 sur difif6rents PV. Le taux d'association exprime le pourcentage d'insuline associee 
par rapport i Tinsuline engagee dans une preparation titree a l,4mg/ml d'insuline et 
10 mg/ml de PV. 
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Tableau 2 - Mcsiircs du taitx d'association avcc riiisiiline pour un melange 
0,14 mg insuline/mg PV 



EXEMPLE 


POLYMERE 




Temoins 


poly((Glu-0-Na),q]jj 


0 


1 


POLYf(GLU-0-NA)Q^^-BLOC-(GLU-0-METHVL)o^7Jx 


55 


2 


POLYlGLU-0-NA)o^g-BLOC.(GLU-0-ETIIYL)o^4Jx 


26 


3 


poly(Glu-0-Na)o,6s-bu)C-(Glu-0-hexadecyle)o35]x 


36 


4 


POLY[(GLU-0-NA)j|^g8-CO-(GLU-0-DEODECYL)Q,2]x 





5 A titre comparatif, I'insuline ne s'associe pas avec le polyglutamate de sodium. Ce 
teste preliminaire sert a la determination du melange optimal en PV et en insuline pour 
obtenir une formulation optimale en PV et en insuline avec un haut taux de 
chargement. 



10 EXEMPLE 7 - DiSSOCUTION ET CARACTERISATION DE LA PROTEINE APRES SA 
FORMULATION AVEC DES PV (L'lNSULINE). 

Une formulation est prepar6e a partir de PV et rfinsuline, les quantites de chaque 
etant d^termin^es d*apres les mesures de taux d'association dans rexcmple 6. 
15 A partir d'une solution tampon phosphate isotonique de pH 7,4, on prepare une 
solution d'insuline humaine titrde a 2,8 mg/ml correspondant a 80 Ul/ml. Dans I ml de 
cette solution d'insuline, on disperse 56 mg du PV prepare dans Texemple 1. Le pH et 
risotonicit^ sont ajust^s, si necessaire, afin d'obtenir une formulation a pH 7,4 et 280- 
300 mOs. 

20 Cette preparation est dilute dans des volumes croissants d'une solution a 0,5 % 
d'albumine bovine, isotonique et tamponnee a pH 7,4 par un tampon phosphate 
0,01 M. La fraction d'insuline liberee est dosee par CLHP ou ELISA. Voir figure ci- 
jointe. La fraction liberee augmente avec la dilution. La totalite de Hnsuline est liberee 
a partir de la dilution 20. Les dosages par CLHP et ELISA montrent que >90% de 

25 I'insuline est associee dans cette formulation. 
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EXEMPLE 8 - TEST IN- VIVO AVEC DES PV-CHARGES D'UNE PROTEINE 

THERAPEUTIQUE (L'INSULINE). 

5 Une formulation est preparee a partir de PV et d'insuline, les quantites de chaque 
6tant determinees d'apres les mesures de taux d*associalion dans Texemple 7. 
Un groupe de 4 chiens beagle (males et femelles) pesant entre 10 et 12 kg sont mis a 
jeun 18 heures. Une prtparation est formulee selon Texemple 8 et se compose de 
80 UI d'insuline et 56 mg de PV (prepares selon Texemple 1) dans 1 ml de tampon 

10 PBS. Les chiens regoivent ensuite une administration sous-cutanee de cette 
preparation dMnsuIine a raison de 1 Ul/kg de poids. Le sang est preleve pour un 
dosage du glucose et dMnsuline avant (-2 h, -1 h et 0 h) et apres (1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 
12 h, 16 h, 20 h, 24 h, 28 h, 32 h, 36 h, 40 h, 44 h, 48 h) rinjection. Les 
concentrations en glucose sont mesur^es dans les prelevements par la methode 

15 glucose-oxydase et Tinsuline serique est dosee en utilisant une methode radio- 
inununologique. 

La fig. 1 annex6e trace la moyenne de revolution, en fonction du temps T en heures 
(h), du glucose et de Tinsuline serique pour les PV prepar^es selon Texemple 1. La 
courbe est celle de finsulin^mie exprimee en milli-unites Internationales. 
20 La courbe ~o— est celle de la glycemie exprimie en mmol/l, 

Le tableau 3 ci-apres rassemble les r&ultats de la duree d'action d'insuline en 
presence des difKrents PV selon les exemples 1 a 5. 

25 



30 



35 
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Tableau 3 - Mesures du temps d'action dc rinsitline (clTct hypoglyceminiU) en 
presence de PV selon Tinvention 



£X£MPLE 


POLYMERE 


Temps pE RETOUR Au 

NIVEAU basal 

ft) 




INSULINE SOLUBLE (SANS PV) 


1 




poly[(Glu-0-Na), qJjj 


1 


1 


poly[(Glu-0-Na)|,^.bloc-(Glu-0-Methyl)(,3-,]x 




12 


2 


polyIGlu^.Na)j|^^bloc-(Glu^Ethyl)o34]x 


IS 


3 


P0LY(GUJ-0-Na)||^-BL0C-(GLU-0-HEXADECYLB)j|35Ix 


• 20 




poly|(Glu-0-Na)o,88-co-(Glu-0-dodecyle)o,,2]x 


12 



5 Cet example demontre la non denaturation de Tinsuline en presence de PV selon 
rinvention. 

De plus, cet exemple 8 permet de mettre en evidence Taugmentation de la duree 
d'action de Tinsuline, et done, I'utilit^ des PV en tant que systeme retard pour la 
liWration controlee de Tinsuline. EUe montre 6galement comment il est possible de 
10 maitriser la duree d'action par la choix judicieuse du groupement hydrophobe. 
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REVENDICATIONS : 

1 - Particules susceptibles d'etre utilisees, notamment, pour la 
vectorisation (PV) de principes actifs (PA) du type de celles : 

- a base de polyaminoacides (PAA) amphiphiles, lineaires, a e^ichainements a- 
peptidiques ; 

- aptes a se former spontanement par mise en contact des PAA avec un milieu 
liquide, de prefdrence avec de Teau, dans lequel la partie hydrophile des PAA se 
solubilise plus que la partie hydrophobe desdits PAA, de maniere que ces demiers 
precipitent en s'organisant en arrangements supra-moleculaires discrets ; 

- de taille moyenne inftrieure i 200 jim, de preference a 100 \im et, plus 
preferentiellement encore, comprise entre 0,01 et 20 fim ; 

- et aptes i s'associer avec au moins un PA et a relarguer celui-ci in vivo, de maniere 
prolongee et controlee ; 

caracterisees : 

• en ce que les aminoacides recurrents (AAr) constitutifs de la chame 
principale des PAA sent identiques ou diflferents entre eux et sont 
choisis parmi les aminoacides naturels polaires que sont Tacide 
glutamique et Pacide aspartique et/ou parmi leurs sels, 
respectivement les glutamates et les aspartates, 
20 • et en ce que certains de ces AAr sont porteurs chacun d'au moins un 

groupement hydrophobe, ces groupements hydrophobes 6tant 
identiques ou diflKrents entre eux. 
2 - Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que R** est 
distribue sur les chaines de polymere de mam'ere statistique ou ordonnee. 
25 3 - Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que les 

groupements R« li6s aux AAr sont identiques ou diflferents entre eux et sont 
s£lectionn£s dans le groupe comprenant : 

(i) les alkyles, les acjdes ou les alc6nylcs lin&ires ou ramifies, de 
preference lineaires en Cj-C^o et, plus prifiSrentiellement encore, 

30 enC,-C,g; 

(ii) les groupements hydrocarbones contenant un ou plusieurs 
h^t^roatomes, de pr6f(§rence ceux contenant de Toxygene et/ou 
du soufi-e et, plus pr6f6rentiellement encore, ceux de formule 
suivante : 



/ H \ H 

-(-^-CH,0-)--^-CHjOR' 
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dans laquelle : 

- les radicaux sont identiques ou difierents entre eux et 
correspondent a I'hydrogene ou a un radical repondant a la 
meme definition que celle donnee supra au poiptrO), 
5 - q = I a 100; 

(iii) les aryles, les aralkyles ou les alkylaryles, de preference les 
aryles ; 

(iv) les derives naturels hydrophobes, de preference le cholesterol, les 
phosphatidylcholines et les diacylglycerols. 

JO 4-Particules selon la revendication 3, caracterisees en ce que les 

groupements sont selectionnes dans le groupe de radicaux suivants : methyle, 
ethyle, propyle, hexyle, octyle, dodecyle, hexadecyle ou octadecyle. 

5-Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterisees en ce que chaque groupement hydrophobe R^ est relie k la chame d' AAr 
15 par une liaison covalente clivable, de preference par hydrolyse xhimique et/ou 
enzymatique, ladite liaison etant plus specialement de type ester et/ou amide. 

6 - Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterisees en ce que la fraction des AAr^ hydrophobes repr&ente une proportion 
superieure ou 6gale i 3 %, de preference comprise entre 3 et 70 % et, plus 
20 preferentiellement encore, entre 3 et 60 %. 

7 -Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisees en ce que les PAA sont des polymSres contenant, jusqu'a environ 
1 000 AAr et, de preference, jusqu'a environ 500 AAr. 

8 - Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
25 caracterisees en ce que ce sont des particules de vectorisation PV de taille moyenne 
comprise entre 0,01 et 0,5 pm, de preference entre 0,01 et 0,2 jim. 

9 -Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterisees en ce qu'elles sont agregees afin d'obtenir de nouvelles particules de 
taille superieure. . . 

30 10 - Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 

caracterisees en ce qu'elles comprenntnt au moins un principe actif 

11 - Precurseurs des PV selon Tune quelconque des revendications 1 A 10, 
caracterises en ce qu*il sont constitues par les PAA tels que defmis dans I'une 
quelconque des revendications 1 a 7. 
^5 12 - Suspension colloidale, de preference aqueuse, de particules selon 

Tune quelconque des revendications 1 i 10. 



wo 00/30618 PCT/FR99/02859 

22 

13 - Procede de preparation de la suspension coIIoYdale selon la 
revendication 12, 

caracterise en ce qu'il consiste, essentiellement : 
I - a mettre en oeuvre des PAA amphiphiles . lineaires et a 
5 enchainements a-peptidiques d'aminoacides recurrent s (AAr) 

selectionnes parmi les aminoacides naturels polaires que sont 
I'acide glutamique et Tacide aspartique et/ou parmi leurs sets, 
respectivement les glulamates et les aspartates ; certains de ces 
AAr etant porteurs chacun d'au moins un groupement 
10 hydrophobe RO, ces groupements etant identiques ou 

difFerents entre eux ; 
n- a placer les PAA amphiphiles dans un milieu solvant, de 

preference aqueux, 
in - puis a rendre insolubles au moins les AAr porteurs de dans le 
15 milieu, de maniere a faire precipiter ces AAr et a former ainsi des 

arrangements supra mol^culaire discrets. 
14 -Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que Ton 
incorpore au moins un principe actif dans le milieu liquide contenant les particules PV, 
de maniere i obtenir une suspension colloidale de PV charges en principe(s) actif(s). 
20 15-Proc&16 selon la revendication 13 ou 14, caracterise en ce qu'il 

comprend au moins une etape supplementaire d'agregation des particules, a Taide d'au 
moins un agent d'agregation constitue, par un sel et/ou un acide et/ou une base et/ou 
un polymere eventuellement ionique. 

16 - Precurseurs selon la revendication II, particules selon Tune 
25 quelconque des revendications 1 a 10 ou suspension selon la revendication 12, 
comprenant au moins un principe actif m^dicamenteux qui est, de preference, choisi 
parmi : 

• les protSnes et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
preferentiellement r^pnus sorit : les hemoglobines, les cytochromes, 

30 les albumines, les interferons, les antigines, les anticorps, 

r^rythropoT^tine, Tinsuline, les hormones de crotssance, le &cteur 
IX, les interieuldnes ou leurs mdlanges, 

• les polysaccharides, Theparine ^tant plus particulierement 
s^lectionn^e, 

35 • les acides nucleiques et, pr6ftrablement, les oligonucleotides d'ARN 

et/ou d'ADN, 

• et leurs melanges. 
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17 - Precurseurs selon la revendication 11, particules selon Tune 
quelconque des revendications 1 d 10 ou suspension selon la revendication 12 
contenant de I'lnsuiine a titre de principe actif. 

18 . Precurseurs selon la revendication 11, particules? selon Tune 
5 quelconque des revendications 1 a 10 ou suspension selon la revendication 12 
contenant un principe actif constitue par au moins un vaccin . 

19 - Precurseurs selon la revendication 11, particules selon Tune 
quelconque des revendications I a 10 ou suspension selon la revendications 12 
contenant au moins un principe actif forme par au moins un produit nutritionnel 

1 0 phytosanitaire ou cosmetique. 

20 - Specialite pharmaceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou 
cosmetique, caracterisee en ce qu'elle comporte des precurseurs selon la revendication 
11 et/ou des particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 10. et/ou une 
suspension selon la revendication 12. 
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